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INTRODUCCION

La finalizacion del Proyecto Genoma Humano' 2
abre grandes posibilidades en el conocimiento de la
fisiologia y fisiopatologia humanas. Los resultados
del proyecto muestran que el genoma humano com-
prende alrededor 30.000 genes, un ndmero signifi-
cativamente inferior al esperado (alrededor de
100.000). Este hecho hace replantearnos la impor-
tancia de otros factores para explicar la complejidad
del ser humano?. Asi, no solo el nimero de genes,
sino la forma en que estan distribuidos en el geno-
ma (los genes parecen estar agrupados en clusters,
separados por grandes espacios de desierto génico),
la presencia de variantes alélicas o de elementos re-
petitivos, las duplicaciones de genes o la metilacién
de secuencias reguladoras afiaden gran complejidad
a la interpretacion del genoma. Asimismo, a nivel
transcripcional y posttranscripcional —aportando di-
versidad a las proteinas— encontramos splicing al-
ternativos, ediciéon del RNA, fosforilaciones, aceti-
laciones, etc. El advenimiento de la genémica —es-
tudio del genoma en su conjunto— como de la pro-
tebmica —estudio de las proteinas que se expresan
en un momento determinado en una célula- nos per-
mitiran conocer cuales son las bases moleculares del
rechazo tanto agudo como crénico del injerto, que
efectos tienen los inmunosupresores sobre el estado
celular, cuales son las susceptibilidades de cada pa-
ciente y que tratamiento inmunosupresor es el mas
adecuado en cada caso. Asimismo, la terapia géni-
ca permitira controlar la expresién de determinados
genes diana con el objetivo de eliminar el trata-
miento inmunosupresor.

En la presente revisién describiremos primero las
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nuevas metodologias que han emergido en los ulti-
mos anos aplicables al trasplante renal para prose-
guir con sus aplicaciones tanto en el conocimiento
de los mecanismos del rechazo agudo y crénico
como en su diagnéstico, prondstico y tratamiento.

NUEVAS METODOLOGIAS

Los actuales marcadores fluorogénicos y las téc-
nicas de miniaturizacién han revolucionado en los
Gltimos afios las metodologias en biologia molecu-
lar. En este apartado repasaremos los conceptos de
PCR en tiempo real y microarrays que estan actual-
mente implantandose en los laboratorios tanto de in-
vestigacion como de diagnéstico.

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
a) Aplicaciones en la cuantificacion de RNAm

La principal limitacion de las metodologias clési-
cas de cuantificacion de RNA mensajero (RNAm)
como el Northern-blot o el ensayo de proteccion de
la RNAsa es la limitada cantidad de RNA total que
se obtiene de una biopsia renal. La retrotranscripcion
acoplada a la reaccién en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) ha permitido en estos Gltimos anos deter-
minar los niveles de expresion de numerosos genes
relacionados con el rechazo tanto agudo como cré-
nico en biopsias renales humanas. La RT-PCR puede
ser semicuantitativa o cuantitativa. La RT-PCR semi-
cuantitativa nos informa de los niveles del gen a
estudio en referencia a un gen de expresiéon consti-
tutiva, de manera similar a como lo hace el Nort-
hern-blot. Los principales problemas relacionados
con esta metodologia son la necesidad de que los
genes constitutivos no alteren su expresién durante
el proceso patolégico o durante el tratamiento expe-
rimental y que la medida se realice en la fase expo-
nencial de amplificaciéon de la PCR. Los métodos
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cuantitativos* salvan estos problemas por el uso de
un competidor sintético interno de la reaccion, que
puede ser de DNA o de RNA, que es coamplificado
con el gen a estudio ya que comparte la misma se-
cuencia interna y los mismos cebadores. La cuanti-
ficacion se realiza mediante un banco de diluciones
que contiene cantidades decrecientes de competidor
y una cantidad constante de cDNA de la muestra
problema. Las intensidades relativas del competidor
frente a la muestra problema determinaran la canti-
dad de cDNA presente en la muestra problema ex-
presandose los resultados absolutos en moléculas por
pg de RNA total retrotranscrito. La RT-PCR cuantita-
tiva presenta, no obstante, varios inconvenientes

entre los que destacan su dificultad de disefio ya que
el competidor sintético debe presentar una eficiencia
de amplificacion similar al gen de estudio, el con-
sumo de mayor cantidad de cDNA que una RT-PCR
semicuantitativa ya que para cada determinacién se
necesita un banco de diluciones, siendo, por Gltimo,
una metodologia laboriosa y compleja de optimizar.
Un ejemplo de PCR cuantitativa y deteccion en gel
de agarosa con bromuro de etidio se muestra en la
figura 1. Todos estos inconvenientes hacen que la
PCR cuantitativa sea una técnica poco extendida por
su dificil implementacién en el laboratorio, sobre
todo cuando el nimero de genes y la cantidad de
biopsias a estudiar es alto.
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En los Gltimos afos se ha impulsado el desarrollo
de nuevos marcadores fluorescentes que permiten
detectar en tiempo real la cantidad de producto de
PCR que se esta generando en cada ciclo, denomi-
nandose a estas nuevas metodologias RT-PCR en
tiempo real o RT-PCR cinética®®°. Estas nuevas téc-
nicas permiten realizar un seguimiento en tiempo
real del proceso de amplificacién para cada una de
las muestras a estudio con una gran sensibilidad y
especificidad, sin embargo su gran ventaja es la
enorme reduccién en la fase de andlisis ya que el
resultado se obtiene al final del proceso de PCR sin
necesidad alguna de manipulacion post-PCR (elec-
troforesis y densitometria). Asimismo, la cantidad de
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cDNA necesaria se reduce y se evita la contamina-
cion, puesto que el proceso de PCR y su analisis se
realiza en el mismo tubo (fig. 1). En la actualidad
hay dos formas de detectar en tiempo real los pro-
ductos de PCR, el primero es por medio del uso de
SYBGreen (Molecular Probes), un marcador fluores-
cente que se une especificamente al DNA de doble
cadena. El segundo es por el uso de distintas clases
de sondas que hibridan sobre la cadena de DNA
que se esta amplificando emitiendo en ese momen-
to fluorescencia. Entre estas Gltimas destacan las son-
das de hibridacion (LightCycler system de Roche
Molecular Diagnostics), las sondas de hidrélisis (Tag-
man assay de Applied Biosystems), y los faros mo-
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leculares (Molecular Beacons de Stratagene). Tras la
hibridacioén, los productos de PCR son excitados por
un haz de laser (sistema de Applied Biosystems) o
un diodo de luz azul (sistema Lightcycler). La emi-
sion fluorescente es registrada y analizada por un
software especifico, determinandose el crossing
point (Cp) para cada una de las muestras, que re-
presenta el ndmero de ciclo de PCR en el que las
muestras inician su fase de crecimiento exponen-
cial. Los resultados pueden ser absolutos si se ha
disefiado una curva estandar o semicuantitativos si
se compara con un gen de expresién constitutiva.

b) Aplicaciones en la deteccion de
polimorfismos/mutaciones

Varios son los métodos que se han utilizado
hasta ahora para el genotipado’, entre los que des-
tacan la pérdida o ganancia de sitio de restriccion
sobre DNA genémico (restriction fragment length
polymorphism, RFLP) o previa amplificacién por
PCR (restriction site polymorphisms, RSP), PCR
alelo-especifica (amplification refractory mutation
system, ARMS), o la hibridacién sobre membranas
utilizando oligonucleétidos alelo-especificos (alle-
le-specific oligonucleotides, ASO), entre otros. De
similar modo a la cuantificacion de RNAm por
medio de PCR en tiempo real, el uso de estos sis-
temas con sondas especificas reduce significativa-
mente el tiempo de analisis cuando se desean de-
tectar polimorfismos o mutaciones. Se evita el uso
de enzimas de restriccion y la posterior identifi-
cacion de los alelos por electroforesis reduciendo
enormemente los costes en tiempo y material. La
comparaciéon de un método tradicional por medio
de enzimas de restriccion frente a un genotipado
por PCR en tiempo real se muestra en la figura 2.

Microarrays

Un microarray se define como un sistema minia-
turizado de cientos o miles de secuencias de DNA
de identidad conocida, ordenadas en un orden 6-
gico en diferentes posiciones de un soporte que
puede ser de vidrio, silicio (chip) o membranas de
hibridacion®. En funcion de su aplicacion se clasifi-
can en?: 1) arrays de DNA genémico humano; 2)
arrays de DNA bacteriano o virico; 3) arrays de
cDNA o de expresion, y 4) arrays de oligonucledti-
dos, siendo estos dos ultimos donde encontramos la
mayoria de las aplicaciones en el trasplante renal.
Los arrays de DNA genémico se utilizan para la de-
teccion de ganancias o pérdidas de DNA gen6mico,
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esta metodologia es sobre todo aplicable en onco-
logia a la clasificaciéon de tumores, origen de las me-
tastasis y pronostico. Los arrays de DNA bacteriano
o virico se utilizan en la deteccion y clasificacion
de microorganismos como por ejemplo el chip para
el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) o el
chip para el papillomavirus (HPV).

a) Arrays de expresion (o cDNA)

El objetivo de estos arrays es determinar diferen-
cias en la expresién de un niimero variable de genes
entre una muestra patolégica y una muestra control.
Los DNA distribuidos sobre el soporte provienen de
amplificaciones por PCR de librerias de cDNA. El
proceso es el siguiente (fig. 3): los RNA de la mues-
tra control y patolégica son retrotranscritos a cDNA
y marcados con diferentes fluorocromos (general-
mente Cy3 y Cy5), dejandose posteriormente co-hi-
bridar —hibridaciéon competitivas sobre el micro-
array que contiene los cDNA de los genes de interés
(pueden ser genes de funcién conocida o no). Tras
la co-hibridacién, el microarray es lavado y esca-
neado por un haz de laser para cada longitud de
onda de los dos marcadores fluorescentes, separan-
do de esta manera las intensidades de los RNA pro-
venientes de la muestra de referencia de las inten-
sidades de la muestra patolégica. Posteriormente, se
analizan los ratios de fluorescencia muestra patolé-
gica / referencia para cada uno de los puntos del
microarray, asociandose cada una de las intensida-
des a un gen determinado®.

Son limitados los grupos que han aplicado mi-
croarrays de expresion en el trasplante, reciente-
mente Akalin y cols.’ han publicado resultados en
biopsias humanas de pacientes con rechazo agudo.
El estudio consisti6 en comparar el patrén de ex-
presion de tres biopsias con histologia normal fren-
te a siete biopsias con rechazo agudo utilizando el
sistema GeneChip de Affymetrix que contiene 6.800
cDNAs de secuencia completa. Alrededor de 200
transcritos presentaron una regulacion al alza du-
rante un episodio de rechazo agudo, la mayoria re-
lacionados con activacion del sistema inmune e in-
flamacién. Unicamente 10 eran compartidos por la
mayoria de biopsias, entre ellos la quimiocina MIP-
B3, la molécula de adhesién CD18, la C3 del com-
plemento, o factores relacionados con citocinas
(IL2-stimulated ~ phosphoprotein,  IFN-a-induced
transcriptional activator). También confirman la re-
gulacion a la baja del epidemial growth factor (EGF)
y el kininégeno. Sorprendentemente de entre estos
10 genes compartidos no encontraron marcadores de
activacion de células T.



La gran utilidad de los microarrays no esta exen-
ta de dudas e incertidumbres', la gran cantidad
de informacién que generan crea problemas de in-
terpretacion y presentacion de los resultados. Asi-
mismo, la necesidad de establecer qué se consi-
dera un tejido de referencia se agrava cuando la
expresion de miles de genes es comparada con un
estado patolégico. La expresion estd, ademas, in-
fluenciada por el sexo, la edad o la variacién ge-
nética entre poblaciones. Otro problema adicional
es la heterogeneidad del tejido a estudio: una
biopsia renal contiene células endoteliales, vascu-
lares, podocitos, epiteliales tubulares de varios
subtipos, fibroblastos, células sanguineas... cada
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una de la cuales puede estar a su vez sufriendo
proliferacién, necrosis, apoptosis, hipertrofia,
transdiferenciacion... lo que hace dificil la com-
paracién entre muestras. Este problema se subsa-
na, en parte, por la posterior confirmacion de los
resultados por hibridacién in situ. Asimismo, la mi-
crodiseccién por captura laser permite recolectar
miles de células de un determinado subtipo en un
corte histolégico con una pureza del 95-98% (o
incluso capturar una Unica célula). Esta posibili-
dad genera nuevos problemas ya que el limitado
nimero de células obliga a aplicar nuevas meto-
dologias como la amplificacion del RNA (aRNA)'2
previas a su aplicacion al microarray. Otros pro-
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blemas a los que se enfrentan los arrays de ex-
presion es su sensibilidad y especificidad. Un array
posee una sensibilidad de alrededor de 10 RNA
mensajeros por célula, un valor que es similar
al Northern-blot'3. En cuanto a la especificidad el
principal problema es la cohibridaciéon entre
cDNAs de secuencia homoéloga. Esto crea la ne-
cesidad de confirmar los resultados de los arrays
por otras metodologias més especificas como el
Northern-blot o la PCR en tiempo real. Por otro
lado, se hacen necesarios estudios de confirma-
cion a nivel de proteina ya que cambios en la ex-
presion de los genes no tienen porque reflejarse
en cambios en la expresion de proteinas, de hecho
se ha descrito una pobre correlacion entre los ni-
veles de RNAm y los niveles de proteina'®. Ade-
mas, los estudios de expresion de RNAm no tie-
nen presente la vida media de las proteinas, sus
interacciones o sus modificaciones postrascripcio-
nales, campo donde entra la proteémica. Se cree
actualmente que el genoma humano posee entre
30.000 y 40.000 genes y que éstos, con sus va-
riantes de splicing, y las modificaciones postra-
duccionales son capaces de dar lugar a un mill6n
de proteinas diferentes. Caracterizar el perfil pro-
teico de una célula en un determinado estadio o
en respuesta a un determinado estimulo es la labor
de la protedmica'. La complejidad de la proteo-
mica es mucho mayor que la de la genémica. Las
proteinas presentan una dindmica importante, son
modificadas, excretadas, degradadas, comparti
mentalizadas, interaccionan entre ellas... siendo su
estudio por tanto de gran dificultad. La prote6mi-
ca utiliza como base la electroforesis bidimensio-
nal acoplada a espectrometria de masas MALDI-
TOF (matrix-associated laser desorption time-of
flight) para separar e identificar las proteinas o bien
microarrays de anticuerpos, limitados estos ultimos
por la disponibilidad de anticuerpos especificos.
Asimismo, las interaciones entre proteinas se pue-
den determinar por two-hybrid systems. La prote-
o6mica se ha aplicado recientemente a la determi-
nacién del perfil proteico (proteoma) de muestras
de orina, constatandose que la orina posee una
mayor complejidad proteica de lo que se pensa-
ba, abriéndose nuevas perspectivas diagnoésticas y
pronosticas.

b) Arrays de oligonucledtidos
Estos microarrays se utilizan en el genotipado
tanto de SNPs como de inserciones/delecciones’. La

idea basica es muy similar a los arrays de expresion,
s6lo que en este caso el soporte estd cubierto por

20

oligonucleétidos que representan las variables aléli-
cas de interés. Los DNA problema son amplificados
por PCR con el objetivo de incorporar nucleétidos
marcados con fluorescencia que posteriormente se
hibridan con el microarray, en éste cada oligonu-
cléotido se comporta como una sonda alelo-especi-
fica. Tras los lavados, la fluorescencia de cada punto
es leida y la informacién es procesada, asociando-
se cada sefal a una determinada variante alélica. Un
ejemplo de esta metodologia es la reciente valida-
cion de un array de oligonucleétidos para el geno-
tipado e identificaciéon de nuevos SNPs en los exo-
nes 2 y 3 del gen HLA-B'®.

Otras metodologias

Nuevas metodologias estan apareciendo constan-
temente’. Para el genotipado de gran nimero de
SNPs destacan la espectrometria de masas MALDI-
TOF en la que las variantes alélicas se distinguen
por su masa molecular, la pirosecuenciacién (Pyro-
sequencing AB), el invader assay (Third Wave Tech-
nologies), el rolling circle amplification (RCA) estos
dos Gltimos caracterizandose por ser independientes
de la amplificaciéon por PCR. Para la determinacion
de la expresion de gran cantidad de RNAm, ademas
del serial analysis of gene expresion (SAGE) de uso
limitado ya que requiere de una considerable can-
tidad de RNA, ha aparecido recientemente el mas-
sively parallel signature sequencing (MPSS) de Lynx
Therapeutics.

A continuacién describiremos las principales apli-
caciones de estas nuevas metodologias en los am-
bitos del diagnéstico, prondstico y tratamiento de las
complicaciones del trasplante renal.

UTILIDAD EN EL DIAGNOSTICO
Rechazo agudo
a) Biopsias renales

Entre los marcadores moleculares de rechazo
agudo destacan las citocinas'’/18. Las citocinas pue-
den actuar como mediadores autocrinos o paracri-
nos en respuestas inmunes o inflamatorias. Las cito-
cinas se han clasificado en funcién de si favorecen
las respuestas inmunes o si favorecen tolerancia en
citocinas tipo-1 y 2, respectivamente. Entre las cito-
cinas de tipo-1 las mas destacadas como mediado-
ras de rechazo y activadoras de macroéfagos desta-
can la interleucina (IL)-2, el interferén-y (INF-y) y el
tumor necrosis factor-f (TNF-B); mientras que IL-4,



IL-5, IL-6, IL-10 pertenecen al tipo-2. El patrén de
expresion de estas moléculas en biopsias renales se
puede asociar a la activacion del endotelio en el
post-trasplante inmediato (sindrome de isquemia/re-
perfusion), al desarrollo de rechazo agudo o a la efi-
cacia del tratamiento inmunosupresor. En este senti-
do, previa a la respuesta allogénica, durante el
trasplante se produce un aumento de expresion en
las células endoteliales de citocinas que a su vez re-
sultard en un aumento de expresion del complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) acompafiado
del aumento de factores quimiotacticos para macré-
fagos que acabard desembocando en la infiltracién
del tejido. La tolerancia se asocia, en general y bajo
excepciones, a una menor respuesta de las citocinas
tipo-1 y a una mayor expresion de las tipo-2. Asf,
los niveles elevados de IL-2 e INF-y RNAm prece-
den al rechazo agudo en modelos experimentales,
mientras que en la clinica los resultados son mas
conflictivos dependiendo en gran parte de la varia-
bilidad de los pacientes, del momento en el que se
toma la biopsia, de la redundancia de acciones de
las citocinas o del tratamiento inmunosupresor. La
eficacia o la seleccion del tratamiento inmunosu-
presor también son susceptibles de ser estudiadas
por los niveles de expresion de ciertas citocinas en
biopsias renales. Asi, los inhibidores de la calcineu-
rina —ciclosporina A (CsA) y FK506— producen una
inhibicion en la expresion de citocinas tipo-1, mien-
tras que la rapamicina y el micofenolato inhiben la
proliferacién celular por medio de la inhibicion del
ciclo celular o la sintesis de DNA, no afectando los
niveles de expresion.

b) Fraccion celular de la orina

Las potenciales complicaciones y riesgos asocia-
dos a la obtencién de biopsias renales después del
trasplante renal llevé recientemente a Baogui y
cols.’ a desarrollar un método no invasivo de diag-
noéstico basado en la expresion de granzima B y
perforina en células provenientes de orina de pa-
cientes trasplantados. La granzima B y la perforina
forman parte de la maquinaria litica de las células
citotoxicas presentes durante el proceso de recha-
zo agudo. La metodologia se basa en la sedimen-
tacion de las células, posterior extraccion del RNA,
retrotranscripcion y realizaciéon de PCR competiti-
va por los métodos tradicionales. Ambos genes se
comportaron como buenos marcadores de rechazo,
no detectandose cambios de expresiéon en pacien-
tes con funciéon normal del injerto ni en pacientes
con nefropatia crénica del injerto. La especificidad
y sensibilidad fue de alrededor del 80%. La ex-
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presion de estos y otros marcadores moleculares de
rechazo en orina se muestra pues como un buen
sistema para reducir el naGmero de biopsias en los
pacientes y puede ser aplicado en un futuro a otras
patologias renales incluido el rechazo crénico del
injerto. La PCR en tiempo real podria en este caso
aportar una mayor sensibilidad y especificidad, asi
como un menor tiempo de procesado de las mues-
tras.

¢) Fraccion no celular de la orina

La fraccién no celular también es susceptible de
ser estudiada por métodos de biologia molecular, en
este sentido se ha detectado DNA del donante en
plasma y orina del paciente receptor?. El estudio se
realizd sobre mujeres en la que el donante era un
hombre, determindndose el nimero de copias por
PCR en tiempo real del gen SRY (especifico del cro-
mosoma Y) y de la p-globina como control de refe-
rencia. Observaron que el 85% de las mujeres que
recibieron un rifidén de un hombre presentaban se-
cuencias en la orina para SYR y el 100% presenta-
ban secuencias para la fB-globina describiendo por
primera vez quimerismo en la orina. Asimismo, en
un subgrupo de pacientes, independientemente de
si el donante era hombre o mujer, observaron que
durante los episodios de rechazo agudo el nimero
de copias de la B-globina en la orina aumentaba sig-
nificativamente, disminuyendo tras la terapia inmu-
nosupresora. Esto abre nuevas posibilidades en el
diagndstico temprano del rechazo agudo, aunque se
necesitan mas estudios para confirmar estos resulta-
dos y para determinar el origen del DNA.

RECHAZO CRONICO

El rechazo crénico del injerto se presenta como
la pérdida progresiva de la funcién del injerto acom-
panada de proteinuria e hipertension arterial, carac-
terizandose por la proliferacion de las células
musculares lisas de los vasos que provocan un es-
trechamiento de arterias y arteriolas acompariada de
deposicion de matriz extracelular intersticial y glo-
merulosclerosis. Otros tipos celulares estan ademas
implicados en este proceso como las células endo-
teliales y macréfagos/monocitos capaces de produ-
cir también factores profibréticos como el transfor-
ming growth factor-B; (TGF-1), la IL-1 o la IL-6. Las
causas del rechazo crénico se han clasificado en
antigeno dependientes e independientes?'. Entre las
antigeno dependientes destaca la presencia de epi-
sodios de rechazo agudo como factor de riesgo para
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el futuro desarrollo de rechazo crénico. Entre los an-
tigeno independientes resaltan la lesion por isque-
mia/reperfusion, la hipertension, las anomalias lipi-
dicas, la nefrotoxicidad por CsA o la edad avanzada
del donante. Se ha prestado especial interés en los
Gltimos afios a TGF-B; ya que es el principal res-
ponsable de la reparacion tisular regulando la ex-
presion de genes directamente relacionados en la
sintesis y degradacion de la matriz extracelular como
el plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), las me-
taloproteasas (MMP) y sus inhibidores (TIMPs), o co-
lagenos de varios tipos?%23. Asimismo es de gran im-
portancia el papel que juegan tanto los inhibidores
de la calcineurina (CsA, FK506) como la activacion
del sistema renina-angiotensina en la induccién de
TGFB; en el contexto del rechazo crénico. TGF-f;
presenta asimismo efectos opuestos en la prolifera-
cién celular, siendo un estimulo para la proliferacion
de fibroblastos y células mesangiales e inhibiendo la
proliferacion de las células tubulares epiteliales?*.
También se ha prestado gran interés a otros factores
de crecimiento como el platelet derived growth fac-
tor (PDGF), el insulin-like growth factor-I (IGF-1), el
epidermal growth factor (EGF), el connective tissue
growth factor (CTGF), o el vascular endotelial growth
factor (VEGF) que ven alterada su expresion por va-
rios estimulos que acontecen durante (hipoxia, le-
sién por isquemia/reperfusién) o tras el trasplante
(rechazo, muerte celular, inhibidores de la calci-
neurina, hipertension). La complejidad en la inte-
raccion de estos factores aumenta cuando entra en
juego la composicion de la matriz extracelular, mu-
chas de las acciones de estos factores de crecimiento
vienen reguladas por ciertas proteinas como la trom-
bospondina, la decorina, o el serin protein acidic
and rich in cystein (SPARC) presentes en la matriz
en un proceso denominado crinopexia®.

El origen de la activacién o inhibicion de estos
factores de crecimiento es desconocido, se postula
que la pérdida de masa renal da lugar a un aumento
de la tasa de filtraciéon glomerular, que desemboca
en estrés por cizallamiento que a su vez provoca el
aumento de ciertos factores de crecimiento —como
TGF-f; o PDGF responsables de la proliferacion de
las células mesangiales y de la deposicion de ma-
triz extracelular?.

Asi, los factores de crecimiento, los genes rela-
cionados con el remodelado de la matriz, las sus-
tancias vasoactivas (angiotensinégeno, endotelina-1),
y los genes implicados en la supervivencia celular
(Bax, Bcl-2, caspasas) son potenciales marcadores de
expresion en el diagndstico y seguimiento del re-
chazo crénico del injerto, aunque la interpretacion
de los resultados debe tomarse con reservas ya que
es una patologia multifactorial.
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PRONOSTICO
Polimorfismos

La reciente finalizacién del Proyecto Genoma
Humano nos muestra que los seres humanos com-
partimos el 99,9% de la secuencia de nucleétidos.
El 0,1% restante responde a variantes que se cla-
sifican en single nucleotide polymorphisms (SNP),
repeticiones de dinucledtidos y microsatélites?. Los
SNPs se presentan como sustituciones de nucle6-
tidos que estan presentes con una frecuencia su-
perior al 1%. Los SNPs se presentan generalmen-
te como bialélicos y, de media, podemos encontrar
1 cada 1.250 pares de bases, conociéndose en la
actualidad alrededor de 1,4 millones de SNPs de
los que el 4% (unos 60.000) se encuentra en re-
giones codificantes del genoma. Los SNPs en las
regiones no codificantes (intrones, regiones regu-
ladoras en los extremos 5’ y 3’) también pueden
dar lugar a alteraciones en la expresion de ciertos
genes.

Una de las futuras aplicaciones de la biologia
molecular al prondstico es la de explicar motivo y
bajo que mecanismos el aproximadamente 20-30%
de los pacientes con similar HLA y bajo el mismo
tratamiento inmunosupresor desarrollan rechazo
agudo?®. La variabilidad genética de los pacientes
podria explicar esta heterogeneidad en la respues-
ta al tratamiento y a su vez explicar las diferentes
tasas de supervivencia del injerto. El cambio fun-
cional a que dan lugar estos polimorfismos esta to-
davia por elucidar, sin embargo podrian afectar a
la tasa de expresion del gen, a la actividad de la
proteina, a la interaccién con los receptores, a su
sefializacion o a su estabilidad. En este sentido se
ha comprobado por ejemplo que ciertos alelos en
las regiones promotoras del TNF-o y de la IL-10
van asociados a una mayor o menor produccién
de estas citocinas. Los actuales genes candidatos
(tabla 1) van méas alla del CMH e incluyen citoci-
nas, quimiocinas —y sus respectivos receptores—,
moléculas de adhesién, moléculas presentadoras de
antigeno, factores de crecimiento y sustancias va-
soactivas, entre otros. Los estudios de asociacion
gue se han realizado con estos genes muestran re-
sultados dispares (para una revision es este sentido
consultar Suthantiran y cols.?® y Akalin y cols.?’).
El rechazo agudo o crénico del trasplante, el efec-
to del tratamiento inmunosupresor, el papel que de-
sempenan las posteriores complicaciones como las
infecciones o la hipertensién son, en conjunto,
complejos (poligénicos) y, por tanto, dificiles de
analizar con estudios de asociacion de unos pocos
genes. El advenimiento de las nuevas tecnologias,



como los microarrays de oligonucleétidos, nos
mostraran el perfil genético del paciente y la in-
terconexion de los diferentes genes implicados en
este proceso, pudiéndose en un futuro personalizar
el tratamiento inmunosupresor.

Las diferencias en las diferentes respuestas al tra-
tamiento es el campo de estudio de la farmaco-
genética?®; los genes que codifican para las protei-
nas diana de los inmunosupresores pueden estar
expresados al alza o la baja, o estar mutados
dando lugar a una respuesta alterada al trata-
miento. Este efecto puede ocurrir a varios niveles
que incluyen la absorcién, distribucién o elimina-
cion del farmaco. En este sentido uno los genes
diana estudiados en el ambito del trasplante es la
glicoproteina-P (P-gp). P-gp modula la accién de
varios farmacos como la CsA, la rapamicina o el
FK506, un aumento en la expresiéon de este gen
podria limitar el acceso de estos inmunosupreso-
res a las células diana. Otros ejemplos serian al-
teraciones de la expresion de la inosina mono-
fosfato deshidrogenasa que podrian alterar la res-
puesta al micofenolato mofetil o mutaciones en la
hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa para la
azathioprina. Una lista de los posibles candidatos
para este tipo de estudios farmacogenéticos de de-
talla en la tabla II.

UTILIDAD EN EL TRATAMIENTO:
TERAPIA GENICA

Los efectos secundarios asociados a una continua
administracién de inmunosupresores como la apari-
cion de infecciones oportunistas o cancer ha lleva-
do en los dltimos afios a buscar nuevas aproxi-
maciones al tratamiento del rechazo agudo como
crénico. Una es la terapia génica que se define como
la introduccion en las células somaticas, mediante
un vector, de material genético externo con la fina-
lidad de corregir un gen anémalo, de anadir una
nueva funcién a un tipo celular o la de inhibir una
determinada respuesta celular®. En un principio la
terapia génica se concibié para la correccion de
genes alterados heredados, pero ademas se esta apli-
cando actualmente como sistema de liberacién de
ciertos productos génicos potencialmente beneficio-
sos en el tratamiento. La transferencia génica se
puede realizar in vivo sobre todo el organismo o ex
vivo bien sobre determinadas células del paciente
que se extraen, modifican y se vuelven a implantar
o bien, sobre un érgano (esta es una de las grandes
ventajas del trasplante renal ya que permite modifi-
car el rifdn evitando la potencial toxicidad del tra-
tamiento sobre el individuo).

BIOLOGIA MOLECULAR Y TRASPLANTE RENAL

Tabla I. Polimorfismos estudiados en el trasplante
renal
Grupo Gen Alelos
Citocinas y sus receptores  TNF-a -308 G/A
-238 A/G
+488 A/G
IL-10 -1.082 G/A
-819 C/T
-592 C/A
IL-a -889 T/C
IL- -511 T/C
+3.692 T/C
IL-1R 970 C/T
IL-4 -590 T/C
IL-4R +1.092 G/A
IL-6 -174 G/C
+3.247 G/A
IFN-y (CA),
Factores de crecimiento TGF-p1 -880 G/A
-509 C/T
Codén 10
Codoén 25
VEFG -1.154 G/A
-2.578 C/A
Moléculas de adhesion ICAM-1 +241 G/C
+469 E/K
L-selectina +206 F/L
E-selectina +128 SR
+554 L/F
Moléculas co-estimuladoras CTLA4 (AT), Ex6n 3
+49 (A/G)
Sustancias vasoactivas ECA I/D
Angiotensinégeno (AGT) M/T
Receptor AT-1 A/IC
Quimiocinas CCR5 CCR5A32
59.029 A/G
CCR2 V64l
CX3CR1 V2491
T280M
Metabolismo de los CYP3A4 \Y
inmunosupresores Multidrug Resistance-1 C3435T
(MDR-1)

Se han descrito varios tipos de vectores aplicables
al trasplante renal, su eleccién depende del proce-
dimiento de liberacion de éste para obtener la res-
puesta en el tipo celular adecuado sin alterar las cé-
lulas u 6rganos adyacentes, el método con el que
se va regular la expresion del gen, el tiempo nece-
sario que se ha de expresar y la bioseguridad3®3!.
Los vectores mas comunes incluyen retrovirus y ade-
novirus modificados y liposomas?'-32. Se diferencian
por la eficiencia de transduccioén, la estabilidad de
expresion y de la necesidad o no de que la célula
huésped se esté dividiendo. Asi, los retrovirus nece-
sitan que la célula diana se esté dividiendo para in-
sertarse en el genoma, pero presenta la ventaja de

23



S. LARIO y cols.

Tabla Il. Posibles candidatos en la farmacogenética

Gen

Efecto

Sintesis de nucledtidos

Inosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH)

Resistencia a MMF/AZA

Hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa (HPRT1)

Metabolismo de los inmunosupresores

Citocromo P450 mono-oxigenasa isoforma 3A4 (CYP3A4)

Exceso de actividad de CsA/AZA

Tiopurina S-metil transferasa (TPMT)

Sefializacion por calcineurina Calcineurina

Resistencia a CsA/FK506

Factor de transcripcion NF-AT

Senalizacion por mTOR
P70s6K

Mammalian target for rapamycin (mTOR)

Resistencia a rapamicina

gue su insercion es permanente y estable. Los ade-
novirus no necesitan células en divisién, pero crean
mas problemas de reconocimiento inmunolégico y
su expresion es menos duradera. Los sistemas vira-
les ademas presentan potenciales problemas de bio-
seguridad. En este sentido los liposomas son mas
seguros pero transducen con baja eficiencia, pre-
sentando ademas un nivel de expresién transitorio.
Se han propuesto varios mecanismos para controlar
la expresion del transgén?’ como el operén de re-
sistencia a la tetraciclina de E. coli, en el que la ex-
presion viene determinada por la presencia de te-
traciclina, el sistema regulado por ecdisona —una
hormona esteroidea de insectos— capaz de regular
mas finamente la expresion del gen, o el sistema
Cre-loxP.

En el trasplante renal son tres los puntos donde
es potencialmente aplicable. El primero es la pre-
vencion de la lesion provocada por el dano de is-
quemia reperfusién y apoptosis®. En este sentido,
la introduccién en el injerto de hemo-oxigenasa 1
y Cu/Zn-superéxido dismutasa redujeron los niveles
de radicales libres en un modelo de trasplante he-
patico y la sobreexpresiéon de Bcl-2 protegieron al
injerto de apoptosis. El segundo es la induccion de
tolerancia en la prevencion del rechazo agudo por
el bloqueo de la activaciéon de las células T duran-
te la adhesion, el reconocimiento o la coestimula-
ciéon?3. La transduccién de ciertas citocinas inmu-
nomoduladoras, como el TGF- o la IL-10, son
capaces de alargar la supervivencia de injertos co-
raz6n3°. También se ha testado con éxito la pro-
duccién local de CTLA4lg, una proteina de fusién
homologa al receptor coestimulador CD28 necesa-
rio para completar la activacién de las células T. En
este estudio el rifién en isquemia fria fue transdu-
cido con un adenovirus que contenia las secuen-
cias codificantes para CTLA4lg, la expresion del

24

transgén prolongdé la supervivencia de los animales
sin necesidad de tratamiento inmunosupresor3*. El
CMH también es un potencial candidato de terapia
génica, la inyeccién en ratones receptores de fi-
broblastos transfectados con genes del CMH del do-
nante produjo tolerancia en un modelo de trasplante
cardiaco. El tercer punto de interés es la prevencion
del rechazo crénico del injerto en la modulacién
de genes implicados en fibrosis y aterosclerosis33.
Una de las posibles dianas son los fibroblastos, re-
cientemente®> se ha conseguido transfectar selecti-
vamente in vivo fibroblastos sin afectar a las célu-
las tubulares epiteliales. Esto abre nuevas vias al
tratamiento del rechazo crénico ya que potencial-
mente se puede inhibir la accion de TGF-f (redu-
ciendo la fibrosis) o de PDGF (evitando prolifera-
cion). La terapia génica esta todavia lejos de
solucionar las complicaciones asociadas al tras-
plante renal. Entre los principales problemas a los
que se enfrenta destacan3%3': i) la transitoriedad y
bajo nivel de expresién que se obtiene; ii) la res-
puesta inmune que generan los vectores que pue-
den promover procesos inflamatorios ocasionando
la pérdida del 6rgano; iii) la redundancia de accio-
nes de muchos genes diana; iv) la mayoria de genes
diana tienen importantes funciones homeostaticas
por lo que deberfan ser estimuladas o inhibidas Gni-
camente en el momento idéneo y en la linea celu-
lar adecuada?® vy v) la bioseguridad de los vectores,
en este sentido preocupa la posible contaminacién
de los vectores con virus activos o la posible re-
combinacién in vivo dando lugar a infeccion. El
campo de la terapia génica esta en continua ex-
pansion, el perfeccionamiento de los sistemas de li-
beracién del transgén, acompanados de procedi-
mientos que permitan un mayor seguridad,
especificidad y estabilidad permitiran en un futuro
la aplicacion de estas metodologias a la clinica.



CONCLUSIONES

La aplicacion de la biologia molecular en el
campo del trasplante renal, y del trasplante de 6r-
ganos en general, abre importantes opciones con
finalidades diagnoéstica, prondstica y terapéutica. En
la actualidad la biologia molecular nos permite un
diagnéstico mas precoz y preciso del rechazo
agudo y crénico mediante la determinacién de la
expresion de una serie de genes en orina o en la
biopsia renal. La utilizacién de los microarrays, con
el anélisis de miles de genes, permitira un mejor
conocimiento de los mecanismos de rechazo y to-
lerancia. La aplicacion de la farmacogenética po-
dria ser de gran utilidad en la individualizacion del
tratamiento inmunosupresor, con la consiguiente
mejora de los resultados del trasplante renal y de
la tolerancia al tratamiento inmunosupresor. Y fi-
nalmente, la terapia génica esta demostrando su
utilidad en diversos modelos experimentales, espe-
cialmente en la prevencion del sindrome de is-
quemia-reperfusion. Es posible que en un futuro
proximo la terapia génica nos permita individuali-
zar al maximo el trasplante de érganos con la con-
siguiente optimizacién de los resultados a corto y
largo plazo.
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